家兔右室流出道心肌细胞的L-型钙电流 by 梁生辉 et al.
中国科学: 生命科学    2012 年  第 42 卷  第 3 期: 196 ~ 202 
 
SCIENTIA SINICA  Vitae www.scichina.com  life.scichina.com 
 




论 文  
家兔右室流出道心肌细胞的 L-型钙电流 
梁生辉 †① , 林晨晖 †① , 李源②, 刘泰槰③, 王焱 *①②  
 ① 福建医科大学研究生教育学院, 福州  350004; 
 ② 厦门大学附属中山医院心脏中心, 厦门  361004; 
 ③ 北京大学生命科学学院生理学及生物物理学系, 北京  100871 
† 同等贡献 
* 联系人, E-mail: wy@medmail.com.cn 
收稿日期: 2011-09-28; 接受日期: 2011-11-10 
  
摘要    特发性室速主要起源于右室流出道(RVOT), 目前对于此类心律失常的发生机制
还不清楚. 已有临床报告指出, 源于右室流出道的心律失常, 可能是基于触发性机制. 但
迄今为止, 由于技术上的困难, 对RVOT心肌细胞的实验研究极少, 尚无法证实所推测的
机制. L-型钙电流(ICa-L)是主要的内向电流之一, 在心律失常的发生中起重要作用. 本实
验通过对家兔右室流出道心肌细胞 ICa-L 特性的研究, 探索特发性右室流出道室速的可能
发生机制. 采用全细胞膜片钳技术记录 RVOT 和右心室(RV)心肌细胞的动作电位(AP)及
ICa-L, 并对比分析两者 AP 及 ICa-L的特性. 结果发现, RVOT 心肌细胞 AP 离散度较 RV 大
(RVOT, 577.2±364.8 ms； RV, 386.2±163.4 ms). 在 RVOT 存在 APD 明显缩短和明显延长
的心肌细胞. 用 4-AP 阻断瞬时外向钾电流(Ito)后, 未记录到 APD 明显缩短的细胞; 而
APD 明显延长的细胞仍存在. 少数 RVOT 细胞 AP 具有很长的平台甚至复极无法恢复到
静息电位．它们能自发产生早后除极(EAD), 可以诱发出第二平台反应; 在 RV 中未记录
到这种细胞; 这些 APD 明显延长的 RVOT 心肌细胞与 RV 心肌细胞相比具有较大的
ICa-L(13.16±0.87 pA/pF, 8.59±1.97 pA/pF, P<0.05); 用尼非地平(10 µmol/L)阻断L-型钙通道
后, ICa-L减小, 动作电位时程缩短, RVOT 心肌细胞记录到的长平台、EAD 及第二平台反
应消失. 结果表明, RVOT 心肌细胞 APD 离散度较 RV 心肌细胞大, 是源于右室流出道的
室速(RVOT-VT)的细胞电生理学基础. 较大的 Ito 电流可能是导致 RVOT 心肌细胞 APD
明显缩短的原因之一; 较强的 ICa-L 是导致 RVOT 动作电位明显延长的因素之一, 并能出
现 EAD, 这可能是 RVOT 产生触发性活动的机制之一. 
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特发性室性心动过速(idiopathic ventricular tachy- 
cardia, IVT)指无明确器质性心脏病变依据及致心律











RVOT 和右室心室肌(RV)细胞, 迄今为止, 有关该领
域实验研究的报道较少见. 大量观察是来自临床报
道和对机制的推测[7,8]. 因此, 确定 RVOT 心肌细胞




用. 本文的预初报告(摘要)已经发表[9].  
1  材料与方法 
1.1  液体的配制 
无钙台氏液(mmol/L): NaCl 137, KCl 5.4, MgCl2 
1.0, NaH2PO4 0.33, HEPES 5, 葡萄糖 10, pH 用 1 
mol/L NaOH 调至 7.35~7.38.  
KB液(mmol/L): KCl 30, L-谷氨酸50, 牛磺酸20, 
KH2PO4 30, MgCl2 5, HEPES 10, 葡萄糖 10, EGTA 
0.5, pH 用 1 mol/L KOH 调至 7.38.  
普通电极外液(mmol/L): NaCl 137, KCl 5.4, MgCl2 
1.0, NaH2PO4 0.33, HEPES 5, 葡萄糖 10, CaCl2 1.8, 
pH 用 1 mol/L NaOH 调至 7.35~7.38.  
普通电极内液(mmol/L): KCl 150, MgCl2 1, HEPES 
5, EGTA 5, K2-ATP 3, Mg-ATP 1, pH 用 1mol/L KOH
调至 7.3.  
L-型钙电流电极外液(mmol/L): NaCl 137, KCl 
5.4, MgCl2 1.0, NaH2PO4 0.33, HEPES 5, 葡萄糖 10, 
CaCl2 1.8, 4-AP 5, pH 用 1 mol/L NaOH 调至 7.35~ 
7.38.  
L-型钙电流电极内液: 同普通电极内液.  
1.2  心室肌细胞的分离 
将体重 1.5~2.5 kg 的新西兰大耳白兔(购自厦门
大学动物中心)用乌拉坦静脉麻醉后迅速开胸取出心
脏, 置于 4℃无钙台式液中游离主动脉, 于根部上方
0.5 cm 处剪断挂于 Langendorff 装置上, 在 37℃恒温
和持续通氧条件下进行主动脉逆向灌流, 流速 4~6 
mL/min, 灌注压力 40~60 cm H2O
[10]. 先用无钙台氏
液灌流约 5 min , 接着用含有 0.4 mg/mL Ⅱ型胶原酶
(美国 Worthington 公司)循环灌注 10~15 min, 可见心
脏通体红润略带微黄, 手感较先前柔软, 酶解液体较
前混浊, 开始取标本. 用小眼科剪刀以肺动脉瓣为中
心, 取半径 2 mm 的圆锥形心肌组织作为右室流出道
组(RVOT 组), 在远离右室流出道的右室游离壁取心
肌组织作为右室组(RV 组), 均置于 37℃ KB 液中用
小眼科剪刀剪碎, 轻轻吹打 3~5 min, 即分离得到大
量单个心肌细胞, 于 4℃下保存, 1~8 h 内用于电生理
记录.  
1.3  电生理记录与数据分析 
将细胞悬液加入自制的细胞灌流槽中, 置于倒
置显微镜工作台上, 细胞贴壁后用细胞外液灌流 15 
min, 流速 2 mL/min. 选择表面光滑纹理清楚的杆状
细胞做电生理学记录 , 应用 EPC10 放大器 (Heka 
Electronic Co．德国), 联同计算机 Patch Master 记录
软件(Heka Electronic Co. 德国)采集. 利用三维操纵
器移动电极, 缓慢接近细胞表面光滑处可见电阻值
逐渐变大, 相比入电极外液时增大 1 MΩ, 略加负压
即可形成 1~5 GΩ水平的高阻封接, 再用较大负压吸
破细胞膜, 补偿电容电流和电极串联电阻, 形成全细
胞记录形式. 信号经 AgCl 电极引导, 由膜片钳放大
器放大, 由计算机通过数模转换发送脉冲, 通过模数
转换采集数据, 存放于硬盘, 并进行数据分析, 分析
系统采用Clampfit 10.2软件. 玻璃微电极由电极拉制
仪(Sutter, American)分 5 步拉制而成, 电极电阻 3~6 
MΩ. 所有实验的串联电阻补偿为 60%~90%, 细胞的
输入电容为 60~140 pF[11].  
在全细胞电流钳记录模式下, 给予频率 1 Hz、时
程 5 ms、强度 900 pA 的电流刺激, 记录心肌细胞动
作电位; 在全细胞电压钳记录模式下, 钳制电位于
40 mV, 10 mV 阶跃由40 ~ +60 mV, 持续 500 ms, 
频率 1 Hz, 记录 L-型钙电流.  
1.4  统计学分析 
统计软件使用 SPSS16.0. 组间比较采用多个样
本均数比较的方差分析. 结果以 x ±SD 表示. P<0.05
示具有统计学差异. N 表示细胞数.  
2  结果 
2.1  RVOT 及 RV 心肌细胞的动作电位 
RVOT和 RV心肌细胞在形态上虽然没有可见的
差别 , 但是在动作电位(AP), 特别是动作电位时程




异. RV 心肌细胞的 APD 波动范围不大, 而 RVOT 细
胞的 APD 有的很短, 有的与 RV 相似, 另一些则很长, 
变化幅度较大(图 1). 
由图 1可见, 从APD的差异中, 可以找到两种细
胞的明显区别, 为进一步研究提供用以识别它们的
功能指标. 本工作就是利用这个指标作为鉴别它们
的基础. 即 APD 短于和长于 RV 细胞 APD 范围者, 
视为 RVOT 心肌细胞的指标.  
以往报道表明, RVOT 细胞上 Ito 的电流密度较 
大[12], 因此用 4AP 阻断 Ito 后, 观察两种心肌细胞
APD 的变化, 以确定该离子流在两种细胞 APD 差异
中的作用.  
在 RV 和 RVOY 心肌细胞记录到 3 种形态的动
作电位(图 2). 它们的静息电位水平及最大去极化电
位水平无显著性差异. 
可以看出, 经 4AP 处理后, APD 最短的类型被消
除. 由此推测, Ito 在 RVOT 的某些细胞中起重要作用.  
在未施与诱发因素的情况下, 有些 RVOT 心肌
细胞出现超长的平台, 动作电位在记录时间内不能
回到静息电位水平. 在少数细胞上还记录到 EAD 及
第二平台反应[13], 如图 3 所示; 而 RV 心肌细胞未记
录到类似现象. 
2.2  L-型钙电流 
用 4-AP 阻断 Ito, 电位钳制在40 mV 使钠通道 
失活, 于 0 mV 记录得 L-型钙电流, RVOT 及 RV 心肌
细胞动作电位时程与 L-型钙电流密度呈正相关关系
(图 4).  
以 RV 心肌细胞为标准, 计算其 APD(阻断 Ito
后)95%参考值范围: 290~671 ms.  
RVOT 心肌细胞 APD 落入此区间者视为 RVOT
正常 APD 心肌细胞, 落于此区间之外者视为 RVOT
长/短 APD 心肌细胞. 分组比较见表 1.  
 
 
图 1  右心室肌与右心室流出道细胞的动作电位 
A: 右心室肌细胞动作电位, 其动作电位时程比较适中. 右侧为动作电位时程分布直方图, APD=(386.2±163.4) ms, N=69; B: 右心室流出道细
胞动作电位, 其动作电位时程变化幅度较大, 图示最短与最长的动作电位时程. 右侧为动作电位时程分布直方图, APD=(577.2±364.8) ms,  
N=60 




图 2  经 4AP 处理后 RV 及 RVOT 心肌细胞的动作电位(刺激频率 1 Hz) 
A: 短 APD 右室心肌细胞; B: 中等长度 APD 右室心肌细胞; C: 长 APD 右室心肌细胞; D: 短 APD 右室流出道心肌细胞; E: 中等长度 APD
右室流出道心肌细胞; F: 长 APD 右室流出道心肌细胞. 右侧为动作电位时程分布直方图, RV_APD=(481.0±97.1) ms, N=38; RVOT_APD=  
(532.8±137.8) ms, N=38 
 
图 3  RVOT 心肌细胞的触发活动(刺激频率 1 Hz) 
A: RVOT心肌细胞动作电位复极无法恢复至静息电位水平, 并自发
产生 EAD; B: RVOT 心肌细胞第二平台反应 
以 RV 心肌细胞为标准, 计算其 APD(阻断 Ito
后)95%参考值范围: 290~671 ms.  
RVOT 心肌细胞 APD 落入此区间者视为 RVOT
正常 APD 心肌细胞, 落于此区间之外者视为 RVOT
长/短 APD 心肌细胞. 分组比较见表 1.  
进行多个样本均数比较的方差分析可得, RV 对
照组、RVOT 正常 APD 组之间无明显统计学差异; 
RVOT 长 APD 组与 RV, RVOT 正常 APD 组之间均存
在显著性差异.  
右室流出道还记录到复极无法恢复到静息电位
的细胞, 及无诱发因素存在下自发产生 EAD 及第二 
 
 
图 4  RV 及 RVOT 心肌细胞 APD 与 L-型钙电流密度的关系 
A: RV 心肌细胞 APD 与 L-型钙电流密度呈正相关的关系; B: RVOT 心肌细胞 APD 与 L-型钙电流密度呈正相关的关系 
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表 1  各组细胞 L-型钙电流密度比较 
分组 例数 APD(ms) ICa-L(pA/pF) 
RV 对照组 
RVOT 正常 APD 组 
RVOT 长 APD 组 













*: 示 P<0.05 
平台反应的细胞, 共 3 例(图 3), 与正常的 RVOT 及
RV 细胞相比, 它们具有较大的 ICa-L(图 5).  
在 RVOT 长 APD 组的细胞外液中加入 L-型钙通
道阻断剂尼非地平(终浓度 10 µmol/L)后, L-型钙电流
减小, 动作电位时程缩短, 长平台、EAD 及第二平台
反应消失(图 6).  
在对比 RV 及 RVOT 心肌细胞对尼非地平(终 
浓度 10 µmol/L)阻断 L-型钙通道的反应时 , 发现
RVOT 长 APD 组细胞动作电位时程缩短程度较 RV
组及 RVOT 正常 APD 组大, 且 RVOT 的长 APD 组
缩短后的动作电位时程比 RV 组及 RVOT 正常 APD
组长(图 7).  
3  讨论 
关于如何鉴定 RVOT 心肌细胞的问题, 目前尚
无理想方法. 本工作采用测量 APD 的方法, 能够基
本解决这个难题. 当然 APD 的长短与刺激频率有一
定关系, 但 APD 的频率依赖性改变有一定的幅度, 
并非任意延长或缩短. 为了排除频率变化的因素, 采 
 
 
图 5  RV 及 RVOT 心肌细胞 L-型钙电流 
用 4-AP 阻断 Ito, 钳制电位于40 mV, 10 mV 阶跃由40 ~ +60 mV, 持续 500 ms, 频率 1 Hz, 诱发 L-型钙电流. A: RV 对照组 L-型钙电流; B: 
RVOT 正常 APD 组 L-型钙电流; C: RVOT 长 APD 组 L-型钙电流; D: 自发产生 EAD 及第二平台反应的细胞的 L-型钙电流; E: ICa-L 的刺激程
序, 刺激频率 1 Hz, 刺激时程为 500 ms; F: 各组心肌细胞 L-型钙电流 I-V 曲线; G: RV 对照组、RVOT 正常 APD 组及 RVOT 长 APD 组的激
活曲线、失活曲线均无显著性差异 




图 6  加入 L-型钙通道阻断剂尼非地平(终浓度 10 µmol/L)后 L-型钙电流及动作电位的改变 
A 和 B: 加尼非地平前后 L-型钙电流的变化; C~E: 加入尼非地平后, 动作电位时程缩短, 长平台、EAD 及第二平台反应消失(虚线) 
 
图 7  加入 L-型钙通道阻断剂尼非地平(终浓度 10 µmol/L)
后动作电位时程的改变 
A: RVOT 长 APD 组; B: RV 组及 RVOT 正常 APD 组; 在加入 L-型
钙通道阻断剂尼非地平后, RVOT 长 APD 组动作电位时程缩短 程
度较 RV 组及 RVOT 正常 APD 组大(RVOT 长 APD 组: (515.30 ± 
39.54) ms; RV 对照组: (369.49±65.44) ms; RVOT 正常 APD 组: 
(380.28 ± 50.58) ms), 且 RVOT 长 APD 组缩短后的动作电位时程比
RV组及RVOT正常APD组长(RVOT长APD组: (211.95±33.56) ms; 
RV 对照组: (111.51±43.21) ms; RVOT 正常 APD 组: (108±35.84) ms) 
用固定的刺激频率(1 Hz). 此外, 家兔心肌细胞与其
他哺乳动物心肌细胞不同. 由于表达兔心肌细胞 Ito
的离子通道是 KV1.4, 属于慢失活通道(Ito.s). 兔心肌
细胞对刺激频率的反应与其他哺乳动物相反: 刺激
频率快时 APD 延长, 而刺激慢时 APD 缩短[14,15]. 实
验观察了 APD 的频率依赖性, 得到与以前一致的结
果[12], 即 APD 随刺激频率的增加而延长. 并在此基
础上观察了 4-AP 对这种依赖性的影响, 结果表明
APD 的频率依赖性变小(图 8).  
这不仅说明 Ito.s在兔心肌细胞对APD的影响, 也
说明在 4AP 处理后, 更减少了刺激频率对 APD 的作




图 8  频率依赖性 APD 改变 
A: RV及RVOT心肌细胞APD随刺激频率的增加而延长, 刺激频率: 
1: 0.5 s/次, 2: 1 s/次, 3: 1.5 s/次, 4: 2 s/次, 5: 3 s/次; B: 4-AP阻断 Ito后, 
RV 及 RVOT 心肌细胞 APD 不随刺激频率的改变而改变, 且其频率





制过程中发现, Ito 是引起 RVOT 心肌细胞 APD 离散
度增大的原因. 本实验用 4-AP 阻断 Ito, 以排除其对
动作电位的影响. 在阻断 Ito 后, 发现 APD 离散度较
先前减小, 且 RVOT 短 APD 的那部分消失, 提示
RVOT 心肌细胞 APD 明显缩短可能与 Ito 增大有关, 
也有可能是 Ito 被阻断后, 原本由于 INa 降低引起的
APD 缩短被抵销, 类似于 Brugada 综合征.  
在 RVOT 记录到动作电位时程长甚至复极无法
恢复至静息电位水平的细胞, 它们的 L-型钙电流较
RV 及 RVOT 正常 APD 细胞大, 另外在 RVOT 心肌
细胞还记录到自发产生的 EAD, 其 L-型钙电流也较
大, 加入尼非地平后, L-型钙电流减小, 动作电位时
梁生辉等: 家兔右室流出道心肌细胞的 L-型钙电流 
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程缩短, 长平台、EAD 及第二平台反应消失, 提示
EAD 的产生与 L-型钙电流有明显的相关性. 各组细
胞 L-型钙通道激活曲线、失活曲线均无显著差异, 提
示 APD 的延长与通道的激活、失活过程无关.  
RVOT 长 APD 组较 RV 组及 RVOT 正常 APD 组
具有较大的 L-型钙电流, 在加入尼非地平后, RVOT
长 APD 组动作电位时程缩短程度较 RV 组及 RVOT
正常 APD 组大, 说明 L-型钙电流对 APD 延长具有较
大作用; 并且 RVOT 长 APD 组缩短后的动作电位时
程比 RV 组及 RVOT 正常 APD 组长, 提示除 L-型钙
通道外, 还有其他通道对 APD 的延长起作用, 如非
选择性阳离子通道(NSCC), 这与宋艳东等人[12]的研
究相一致.  
综上所述, RVOT 心肌细胞 APD 离散度较 RV 心




RVOT 动作电位明显延长的心肌细胞, ICa-L 较大, 其
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